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緒言 
International Association for the Study of Pain（IASP）により「痛みは、実質的
または潜在的な組織損傷に結びつく、あるいはこのような損傷を表わす言葉を使って述
べられる不快な感覚・情動体験である」と定義されている。1） 痛みは、その性質による
分類から「侵害受容性疼痛」と「神経障害性疼痛」に分類されており、「侵害受容性疼痛」
はさらに「体性痛」と「内臓痛」に分類される。2） 
「体性痛」とは皮膚や骨、関節、筋肉、結合組織といった体性組織への、切る、刺す
などの機械的刺激が原因で発生する痛みである。術後早期の創部痛、筋膜や筋骨格
の炎症や攣縮に伴う痛みなどが挙げられ、急性あるいは慢性に経験する痛みである。
損傷部位に痛みが限局しており、圧痛を伴う。一定の強さに加えて、時に拍動性の痛
みやうずくような痛みが起こる。さらに体動に随伴して痛みが増強する。骨・関節などの
深部体性組織に病巣がある場合は、病巣から離れた部位に痛みを認めることもある。
体性痛は Aδ線維、C 線維の 2 種類の感覚神経で脊髄に伝えられる。伝導速度の速
い Aδ線維は鋭い針で刺すような局在の明瞭な痛みを、伝導速度が遅い C 線維は局
在の不明瞭な鈍い痛みを伝える。これらの神経の自由終末に侵害受容器が存在する
が、癌細胞の増殖や、炎症に伴い局所に誘導された免疫細胞、破壊された正常組織
から侵害受容器を刺激する化学物質が放出される。Aδ線維、C 線維は脊髄後角に入
力し、主に脊髄視床路ニューロンに痛みの情報を伝達する。この刺激が視床から大脳
知覚領野に伝えられることで痛みと認識される。3） 
 「内臓痛」とは食道、胃、小腸、大腸などの管腔臓器の炎症や閉塞、肝臓や腎臓、膵
臓などの炎症や腫瘍による圧迫、臓器被膜の急激な伸展が原因で発生する痛みであ
る。胸部・腹部内臓へのがんの浸潤、圧迫が原因で発生する。内臓は体性組織と異な
り、切る、刺すなどの刺激では痛みを起こさない。肝や腎などの場合は被膜の急激な伸
展、管腔臓器の場合は消化管内圧の上昇を起こすような圧迫や伸展、内腔狭窄が原
因で痛みが発生する。「深く絞られるような」あるいは「押されるような」などと表現される
痛みで、局在が不明瞭である。嘔気・嘔吐、発汗などの随伴症状を認める場合がある。
肝臓がんで肩が痛くなるなど、病巣から離れた部位に痛みが発生することがある。内臓
の痛みも Aδ線維、C線維といった末梢神経で脊髄に伝えられるが、体性組織よりも線
維の数が少なく、C線維の割合が多いという特徴をもつ。また複数の脊髄レベルに分散
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して入力されることから、痛みが広い範囲に漠然と感じられるものと考えられる。その一
方で内臓周囲に炎症が発生すると、神経の興奮閾値が低下してより興奮しやすくなる、
いわゆる感作が発生する。また生理的状態では機能していない C 線維（サイレントノシ
セプター）が活性化され、痛みを伝えるようになる。こうした状況下では痛みの程度も非
常に強くなり、関連痛と呼ばれる病巣から離れた部位に痛みが発生する原因にもなると
考えられる。4） 
 「神経障害性疼痛」の定義は国際的に定まっていない。国際疼痛学会は 1994 年に
「末梢、中枢神経系の直接の損傷や機能障害や一過性の変化によって始まる、または
起こる痛み」と定義した。5） しかしながら、「機能障害」という言葉は、関節リウマチに代
表される炎症性疼痛の二次性の神経可塑性変化や神経疾患の経過中の間接的原因
で発生する筋・骨格由来の痛みも含むため、炎症性疼痛も広義の神経障害性疼痛の
一種ではあるが厳密には区別されている。神経障害性疼痛には交通事故による直接
的な神経損傷、糖尿病に併発する神経障害、帯状疱疹後神経痛などがある。障害され
た神経の支配領域にさまざまな痛みや感覚異常が発生する。通常、疼痛領域の感覚
は低下しており、しばしば運動障害や発汗異常などの自律神経系の異常を伴う。刺激
に依存しない「灼けるような」と表現される持続痛や、「槍で突きぬかれるような」、「ビー
ンと走るような」と表現される電撃痛が混じることが多い。通常では痛みを感じない程度
の痛み刺激に対しても痛みを感じる痛覚過敏や、刺激に対する感受性が亢進している
感覚過敏、通常では痛みを起こさない刺激によって引き起こされる痛みであるアロディ
ニアが特徴的である。 
神経障害性疼痛の発生には主に末梢性感作、中枢性感作、脱抑制の 3つの機序が
関与している。末梢感覚神経が障害を受けると、障害局所や脊髄後根神経節に Na＋
チャネルが過剰に発現し、自然発火を繰り返すことにより持続的に障害された神経を刺
激するようになり、興奮閾値が低下する。末梢感覚神経からは脊髄神経を興奮させる
glutamic acid が放出されるが 、通常は Na ＋の細胞内流入を起こすα
-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole（AMPA） 受容体のみが活性化され、強い
Ca2＋の細胞内流入を起こす N-methyl-D-aspartate（NMDA）受容体の活性化は
Mg2＋によって遮断されている。しかし、いったん末梢性感作が形成されると、多量の
glutamic acidが AMPA受容体に結合し、強い脱分極を起こすことにより、NMDA受
容体から Mg2＋がはずれ、脊髄神経細胞内に Ca2＋が流入するようになる。その結果、
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脊髄神経が通常より強く興奮するため、痛覚過敏やアロディニアが発生すると考えられ
ている。さらに、内因性の下行性抑制系の機能低下や、末梢神経障害による抑制性介
在ニューロンの消失によって抑制系が機能低下（脱抑制）することも痛みを増幅する原
因となる。神経障害性疼痛の機序が体性痛や内臓痛などと根本的に異なるのは、侵害
受容器が刺激されていない状況で痛みが発生することである。したがって、侵害受容器
に作用する非ステロイド性消炎鎮痛薬（NSAIDs）の効果が期待できない。また、神経
障害性疼痛においてはオピオイド受容体の機能低下が示唆されており、オピオイドの
作用が減弱している可能性がある。6-7） 
 炎症は、免疫反応や直接的な組織の損傷によって傷害された細胞からカリウムイオン、
水素イオン、bradykinin、histamine、serotonin、ATP、NO などの炎症メディエータ
ーの放出を引き起こす。また、アラキドン酸経路の活性化によってプロスタノイドやロイコ
トリエン類の産生を引き起こす。さらに、増加した免疫細胞はサイトカインや成長因子な
どのメディエーターを放出する。これらのメディエーターは、末梢侵害受容器のカプサイ
シン受容体、酸感受性イオンチャネル、ATP 受容体などを直接的に活性化し、自発痛
を導く。一方で、他のメディエーターは、非直接的に炎症性細胞を刺激するように作用
し、さらに発痛物質を放出する。炎症性メディエーターには、引き続く刺激に対する一
次知覚神経の反応性を調節する作用もある。8） Complete Freund’s adjuvant
（CFA）誘発性の炎症性疼痛下において、ナトリウムチャネルの一種である Nav1.8 を
発現しているニューロンの一部は、疼痛下においてのみ痛みを伝達するニューロンに
変化することも報告されており、サイレントノシセプターが痛みの伝達に重要であること
も報告されている。9） 炎症性疼痛には、神経障害性疼痛とは異なり NSAIDs が著効
するが、それでも疼痛管理できない患者も多く存在している。 
臨床の場における非常に強い癌性疼痛に対して、また、他に有効な治療手段や薬
物がなく、オピオイド鎮痛薬の効果が副作用に勝ると思われる場合には、神経障害性
疼痛や炎症性疼痛に対してもmorphineや fentanyl といった強力な麻薬性鎮痛薬が
使用されている。Morphine はアヘン中の主な活性アルカロイドであり、morphine が
作用するμオピオイド受容体は、一次知覚神経や脊髄の第 I,II層、延髄孤束核、扁桃
体、側坐核、線条体、視床下部、中脳腹側被蓋野などに分布している。Morphine が、
脊髄後角において、μオピオイド受容体に作用することにより、Gi/oαサブユニットから
解離したβγサブユニットが K+チャネルを開口し、K+が細胞外に放出され、過分極す
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ることによって鎮痛作用が発現する。また一次知覚神経の終末を過分極させることによ
り Ca2+の流入が抑制され、その結果 glutamic acidや substance Pなどの疼痛物質
の放出が抑制される。その他、下行性抑制系に関与し、青斑核から脊髄後外側索を経
由して noradrenalineを放出し、脊髄後角のα2受容体を刺激することにより、また、大
縫線核から脊髄後外側索を経て serotonin を遊離し、脊髄後角の 5-HT1受容体を刺
激することにより鎮痛作用を発現する。Morphineは痛覚消失をもたらすと同時に、多く
の有害な副作用（鎮静作用や呼吸抑制作用、依存性）も生じる。10-12） μオピオイド
受容体は疼痛のほかにも急性肺水腫、咳、下痢、ふるえを制御する主なターゲットとな
っている。10） しかしながら、麻薬性鎮痛薬は高い耽溺性も持ち合わせているため、
臨床効果はしばしば制限されている。 Morphine などの麻薬性鎮痛薬はμオピオイド
受容体の第 2、3、5、6 番目の膜貫通領域から形成されているバインディングポケットに
結合することによって受容体を活性化させる。13-14） 受容体の活性化に引き続いて、
μオピオイド受容体はGPCRキナーゼ（GRK）もしくは PKCによってリン酸化を引き起
こす。主に GRKによるμオピオイド受容体のリン酸化はアレスチンの結合を促進し、細
胞内陥入を促進する一方で、PKCによるリン酸化はアレスチンの結合を起こしにくくし、
リン酸化したままμオピオイド受容体を膜上に留めることによって鎮痛耐性の形性に関
与している。15-16） 
これらの麻薬性鎮痛薬が作用するμオピオイド受容体は 1993 年に MOR-1 がクロ
ーニングされ、現在までに27種類のスプライスバリアントが報告されており、主に exon1
を含有する 7 回膜貫通型のμオピオイド受容体、exon11 を含有する 6 回膜貫通型の
μオピオイド受容体、その他の 1回膜貫通型の受容体に分類されている。（Fig. 1）17） 
これらのスプライスバリアントの役割はあまり明らかにされていないが、7 回膜貫通型の
MOR-1 は鎮痛効果を示し、MOR-1D は脊髄後角においてガストリン放出ペプチド受
容体と 2 量体を形成し、痒みの伝達に関与することが報告されている。18） また、
exon11含有のスプライスバリアントは fentanyl、heroin、morphine-6-glucuronideな
どが作用し、鎮痛効果を示す。19） この exon11含有スプライスバリアントの一つである
MOR-1GはORL-1受容体と 2量体を形成することによって活性型となり機能する可能
性が示唆されている。 20 ）  Pasternak らが合成した naltrexone 誘導体の
iodobenzoylnaltrexamide（IBNtxA）はこの exon11 含有のスプライスバリアントに作
用し強力な鎮痛効果を示すだけでなく、呼吸抑制、精神依存性、身体依存性といった
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有害な作用を示さないことから、副作用のない強力なμオピオイド受容体作動薬の次
の標的として期待されている。20） 本研究室においても、新規μオピオイド受容体作
動薬のamidino-TAPAがexon11含有スプライスバリアントであるMOR-1J、MOR-1K、
MOR-1L を介して内因性κオピオイドペプチドである dynorphin A、dynorphin B、
α-neoendorphin、内因性δオピオイドペプチドである leucine5-enkephalin を遊離
することによって鎮痛作用を示し、同時に依存性も示さない強力な鎮痛薬であることを
報告している。21-22） また、1 回膜貫通型受容体である MOR-1S がシャペロン様の
作用により MOR-1 の小胞体関連分解（ERAD）を抑制することによって間接的にμ受
容体作動薬の鎮痛効果に関与している。23） 
2013 年現在、morphine や fentanyl を含めた麻薬性鎮痛薬が世界的に使用され
ているが、その効果は個々の患者、病態によってもことなる。それゆえ、癌性疼痛、神経
障害性疼痛、炎症性疼痛といった実験動物モデルを用いて麻薬性鎮痛薬の効果は詳
細に研究されてきた。特に、炎症性疼痛モデルにおけるオピオイドの効果は詳細に研
究されている。一般的に様々な侵害刺激に対するオピオイドの効果はコントロール群の
動物よりも炎症動物モデルにおいて強いことが報告されている。これは末梢の炎症が
一次知覚神経や、脊髄神経系に可塑的な変化を与え、オピオイドの鎮痛効果を変化さ
せているためと考えられている。24） 炎症は様々なオピオイド受容体アゴニストの鎮痛
効果を増強させるが、炎症性疼痛下におけるオピオイドの鎮痛作用の増加は主に、
morphineのようなμ受容体アゴニストで認められる。25-26） MorphineはCFA誘発
性炎症性疼痛モデルにおいて、plantar testを用いた熱刺激、randall selitto testを
用いた機械刺激に対して、fentanylはpaw pressure法を用いた機械刺激に対してそ
れぞれ効果が増強することが報告されている。27-28） また、CFA 誘発性炎症性疼痛
モデルにおいては、熱刺激に対するDAMGOの脊髄鎮痛効果は CFA投与後 4時間
においてすでにコントロール群の 10倍効果的であり、CFA投与 2週間後においてはさ
らに効果的であることが報告されている。29） これに対して Seltzer らの考案した神経
障害性疼痛モデルでは morphine、fentanyl の鎮痛効果は機械刺激に対して著しく
減弱する。30） また、ヒトを対象にした神経障害性疼痛においても morphine や
fentanyl はほとんど痛みを改善できていない一方で、methadone は劇的に患者の痛
みを改善することが報告されている。31） さらに、糖尿病性神経障害性疼痛モデルを
用いた実験においてoxycodoneが特異的に機械刺激に対して強力な鎮痛効果を示す
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という報告もあり、疼痛下における麻薬性鎮痛薬の鎮痛効果は薬物間によって大きく異
なる。32） 
しかしながら、現在行われている検討のほとんどは侵害性の熱刺激や機械刺激に対
する麻薬性鎮痛薬の効果を評価したものである。上記の病気に罹患した患者にとって
問題となっているのは熱刺激や機械刺激というよりもむしろ床ずれなどによって生じる
触刺激である。また、神経障害性疼痛とは異なり、癌性疼痛や炎症性疼痛などでは痛
みの部位は一か所にとどまらず複数の部位での痛みを訴える患者が多い。特に炎症性
疼痛に至っては関節リウマチのように左右対称に発症するケースが多いにも関わらず、
炎症性疼痛の実験動物モデルを用いた実験では、炎症性疼痛モデルの非炎症側と炎
症側の鎮痛効果のみを比較したものや、コントロール群の生理食塩水投与側と炎症群
の CFA 投与側のみを比較しているものが多い。よって本研究では炎症性疼痛モデル
における触刺激に対する麻薬性鎮痛薬の効果を、コントロール群とCFA投与群におい
てそれぞれ両側性に評価した。 
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Figure.1 
Scheme of the gene structure and alternative splicing for mouse μ-opioid 
receptor. Exons and introns are shown as boxes and horizontal lines, 
respectively. 
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実験材料及び方法 
 
使用動物 
実験にはモデル作成時 18～24g の ddY系雄性マウス（日本 SLC、浜松）を使
用した。動物は実験に使用するまで明暗サイクル 12 時間（明記 7:00～19:00）、
室温 23±1℃、湿度 52±2%の一定環境下において飼育した。また、動物には水
及びマウス用固型飼料（F2、船橋農場、船橋）を自由に摂取させた。なお実験は、
東北薬科大学動物実験指針に従った。 
 
使用薬物 
Complete Freund’s adjuvant（CFA : Sigma Chemical Co., St Louis, MO, 
USA）、morphine（武田、大阪）、fentanyl（Mallinckrodt Pharmaceuticals, St. 
Louis, MO ）、 oxycodone （ Mallinckrodt Pharmaceuticals ）、 methadone
（Mallinckrodt Pharmaceuticals）および Ro-32-0432（EMD Millipore USA）
を使用した。Morphine、fentanyl、oxycodone、methadone は生理食塩水、ま
たは人工脳脊髄液（CSF）に溶解し、それぞれ 27 番ゲージ注射針（日本ベクト
ン・ディッキンソン株式会社、東京）を用いてマウス頚部皮下（s.c.）に、29 番
ゲージ注射針（エムエス、東京）を用いてマウス脊髄クモ膜下腔内（i.t.）に投与
した。また Ro-32-0432 は DMSOに溶解し CSFで任意の濃度に希釈した後に i.t.
投与した。 
 
炎症性疼痛モデルマウスの作製 
炎症性疼痛モデルは、CFA 50 μl を無麻酔下で 27 番ゲージ注射針（日本ベク
トン・ディッキンソン株式会社、東京）を用い、マウス右後肢足蹠に投与するこ
とにより作製した。 
 
CFA 誘発炎症性疼痛モデルにおける機械的アロディニアと鎮痛効果の測定（von 
Frey filament 法） 
炎症性疼痛モデルマウスにおける allodyniaの測定は、von Frey filament法に
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より行った。マウスを床面が網上になったコンパートメントに一匹ずつ入れ、1
～2 時間新規の環境に馴化させ、自発運動の消失を確認する。その後、刺激強度
の異なる数種のフィラメント（Touch-Test Sensory Evaluator Instruction:North 
Corst Medical Inc., San Jose, CA, USA）をマウスの CFA投与側、非投与側の後
肢足底に対して垂直にフィラメントが曲がるまで押しつけ、逃避反応を起こした
グラム重を疼痛閾値として実測した。 
 
鎮痛効果の解析 
全ての実験は少なくとも 1 群 10 匹で行い、平均値および標準誤差（Mean±
S.E.M）で示した。有意差検定は二元配置の分散分析（two-way ANOVA）を用
い検定を行った後、それぞれ Bonferroni の検定によって後検定を行い、危険率
5％以下を有意差ありとして判定した。 
 
Total RNAの抽出 
Total RNAは、マウスの炎症側・非炎症側からそれぞれ適出した第 4～6腰髄
（L4～L6）と L4～L6の脊髄後根神経節（DRG）より抽出した。（Figure.2 参照）
CFA投与後 1、4日目のマウスを断頭にて屠殺後、背側の皮膚を切除し脊髄（胸
髄～腰髄）を一塊にして切り出し、吻側から尾側に向けて脊柱管を切り開いた後、
脊髄を除去し肉眼にて DRG を確認、摘出した。摘出した DRG に付随する神経
維管束は切除した。同様に、脊髄（胸部～腰部）を一塊にして切り出し、尾側か
ら脊柱管に生理食塩水を注入して脊髄を取り出した後、L4～L6 を炎症側と非炎
症側に分けて採取した。採取した L4～L6 と DRG は、それぞれ予め用意してお
いた QIAZOLTMLysis Reagent（QIAGEN, Hilden, Germany）を満たしたホモ
ジナイザーに即座に入れ、十分にホモジナイズした後、RNeazy®Lipid Tissue 
Mini Kit（QIAGEN）を用い、それぞれの total RNAを抽出した。一匹のマウス
から採取した炎症側・非炎症側それぞれ 3個の DRGと一本の腰髄（L4～L6）か
らは、十分な total RNAは得られない。そのため、DRGは 12匹のマウスから炎
症側・非炎症側それぞれ 36個、また腰髄（L4～L6）は 4匹のマウスから炎症側・
非炎症側それぞれ 4本採取し、total RNAを抽出した。 
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Figure.2 
Diagram of the sciatic and saphenous nerves. 
 
半定量的 reverse transcription-polymerase chain reaction （RT-PCR）法 
cDNAは one-step RT-PCR法により、SuperScriptTMOne-Step RT-PCR with 
Platinum Taq（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を用いて合成し、iCycler（日
本バイオ・ラッドラボラトリーズ、東京）で増幅した。μオピオイド受容体の exon1
特異的プライマー、内標準として用いたβ-actinの特異的プライマーは、Table 1
に示す通りである。各プライマーはシグマアルドリッチジャパン（東京）から購
入した。 
 
Table 1 
Oligonucleotide sequences of primers 
Primer Name Sequence (5’-3’) 
MOR-1-exon-1 (341-)-Sence 5’-CAG CAA GCA TTC AGA ACC ATG G-3’ 
MOR-1-exon-2 (-840)-Antisense 5’-ATG GTG CAG AGG GTG AAG ATA CTG G-3’ 
β-actin Sense 5’-GCT CGT CGT CGA CAA CGG CTC-3’ 
β-actin Antisense 5’-CAA ACA TGA TCT GGG TCA TCT TCT C-3’ 
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μオピオイド受容体の exon1含有 cDNAの増幅は、Table 2に示すスケジュー
ルで行った。内標準であるβ-actinもそれぞれ同様のスケジュールで増幅した。 
 
Table 2 
Schedule for RT-PCR 
 Exon-1 ＆ β-actin 
cDNA synthesis 50℃/30min 
Predenaturation 94℃/2min 
PCR amplification 30 cycle 
Denaturation 94℃/30sec 
Anneal 55℃/30sec 
Extension 72℃/30sec 
Final extension 72℃/7min 
 
各 PCR 産物は、エチジウムブロマイド入りの 0.25%シーナゲル
（DIVERSFIEDBIOTEC, Boston, MA, USA）含有 0.5%アガロースゲル
（Invitrogen）を用いて電気泳動し、UVサンプル照射下 FAS-Ⅲ（東洋紡、東京）
で検出した。 
 
RT-PCR のデータ解析 
Gel-Pro Analyzer®（Media Cybernetics Inc., Silver Spring, MD, USA）を用
い、内標準物質であるβ-actin のバンドの濃度を基準に exon-1 含有スプライス
バリアント mRNA の発現量を定量した。データは、3 回の実験における定量値
の平均値および標準誤差（Mean±S.E.M）で表わした。有意差検定は、二元配
置の分散分析（two-way ANOVA）を用い検定を行った後、それぞれ Bonferroni
の検定によって後検定を行い、危険率 5%以下を有意差ありとして判断した。 
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Western blotting 法によるμオピオイド受容体量の測定（whole cell lysate 
sample） 
Total proteinは、マウスの炎症側・非炎症側からそれぞれ適出した第 4～6腰
髄（L4～L6）と L4～L6の脊髄後根神経節（DRG）より抽出した。CFA投与後
1、4日目のマウスを断頭にて屠殺後、背側の皮膚を切除し脊髄（胸髄～腰髄）を
一塊にして切り出し、吻側から尾側に向けて脊柱管を切り開いた後、脊髄を除去
し肉眼にて DRG を確認、摘出した。摘出した DRG に付随する神経維管束は切
除した。同様に、脊髄（胸部～腰部）を一塊にして切り出し、尾側から脊柱管に
生理食塩水を注入して脊髄を取り出した後、L4～L6 を炎症側と非炎症側に分け
て採取した。一匹のマウスから採取した炎症側・非炎症側それぞれ 3 個の DRG
からは、十分な total proteinは得られない。そのため、DRGは 3匹のマウスか
ら炎症側・非炎症側それぞれ 9 個、また腰髄（L4～L6）は 1 匹のマウスから炎
症側・非炎症側それぞれ 1本ずつ採取し、摘出したサンプルは十分にホモジナイ
ズした後、sodium dodecyl sulfate（SDS）-ポリアクリルアミド電気泳動サンプ
ルバッファー（ pH6.8 の 62.5mM Tris-HCl, 10%glycerol, 2%SDS, 5% 
2-mercaptoethanol, 0.025% bromophenol blue を含む）を加え、100℃で、3分
間加熱した後、100V定電圧で 70分間電気泳動した。電気泳動終了後、ゲル内の
泳動タンパク質を polyvinilidene difluoride（PVDF）膜に転写した（15V, 
30min/sheet）後、5％スキムミルク/0.1v/v% T-TBS（pH7.4の 10mM Tris-HCl, 
150mM NaCl, 0.1v/v% Tween20を含む）に浸し、室温で 1時間ブロッキングし
た。一次抗体として rabbit μ-opioid receptor抗体（Abcum Inc, USA）、内標準
物質として rabbit β-actin抗体（Imagenex, SanDiego, CA）を使用し、転写タ
ンパク質と、一晩抗原・抗体反応させた。二次抗体として goat-anti rabbit IgG
抗体（コスモバイオ株式会社、東京）を使用し、ECL Western blotting detection 
reagent（GEヘルスケア・ジャパン株式会社、東京）により発色させ、FAS-1000
（東洋紡）で撮影した。 
 
Western Blotting 法のデータ解析 
Gel-pro Analyzer®を用い内標準物質であるβ-actin のバンドを基準に、μオ
ピオイド受容体タンパク質発現量を測定した。データは脊髄においては 3 回×3
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サンプルの実験、脊髄後根神経節においては 3回の実験における定量値の平均値
および標準誤差（Mean±S.E.M）で表わした。有意差検定は、二元配置の分散
分析（two-way ANOVA）を用い検定を行った後、それぞれ Bonferroniの検定に
よって後検定を行い、危険率 5%以下を有意差ありとして判断した。 
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結果 
1. 炎症性疼痛下における morphine の効果減弱なら
びにその機構 
 
1.1 CFA投与による機械的アロディニアの発現および経日的変化 
マウス右後肢足蹠に CFAを投与した後、von Frey filament法を用いて、炎症
側（ipsilateral 側）および非炎症側（contralateral 側）における疼痛閾値の変化
を経日的に測定した。非炎症側後肢では、測定期間である 0 日（CFA 投与直前）
から 40 日まで疼痛閾値に変化は認められなかった。（Fig.3）一方炎症側後肢で
は、CFA投与後 1日目から 34日に渡り疼痛閾値の有意な低下が認められた。 
 
 
 
Figure.3 CFA-induced behavioral mechanical allodynia in mice. Mice were 
injected i.pl. with CFA on the right hind-paw, and paw-withdrawal threshold 
on the inflamed (ipsilateral) and non-inflamed (contralateral) sides was 
measured by von Frey filament test. Each value represents the mean±S.E.M. 
of 10 mice. ***P＜0.001 vs. contralateral sides. 
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1.2 炎症性慢性疼痛モデルマウスにおける morphineの鎮痛作用（皮下投与） 
マウス右後肢足蹠に CFAを投与した 1日後（Fig.4A）および 4日後（Fig.4B）
に、von Frey filament 法を用いてmorphine（7.1 mg/kg, s.c.）の鎮痛作用を測
定した。Morphineの鎮痛作用は、CFA投与後において、対照群に比べ有意に減
弱した。興味深いことに、この減弱は非炎症側および炎症側の両側で認められた。 
 
（A） 
 
 
（B） 
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Figure.4 
The antinociceptive effect of morphine in the inflammatory pain state in mice. 
Groups of mice pretreated i.pl. with 50 µl of saline or CFA in the right hind 
paw, were injected s.c. with morphine (7.1 mg/kg) at (A) 1 day and (B) after 
the i.pl. pretreatment and the withdrawal threshold on the contralateral paw 
and ipsilateral paw against mechanical stimulation by von Frey filament to 
the plantar surface of the each hind paw was measured for 180 min. Each 
value represents the means ± S.E.M. for at least 10 mice. ***P＜0.001 vs 
control model ipsilateral paw (saline-i.pl. pretreated) mice. #P＜0.05, ##P＜
0.01, ###P＜0.001 vs control model contralateral paw (saline-i.pl. pretreated) 
mice. 
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1.3 炎症性慢性疼痛モデルマウスにおける morphine の鎮痛作用（脊髄クモ膜
下腔内投与） 
マウス右後肢足蹠に CFAを投与した 1日後（Fig.5A）および 4日後（Fig.5B）
に、von Frey filament 法を用いてmorphine（5.0 nmol, i.t.）の鎮痛作用を測定
した。Morphineの鎮痛作用は、CFA投与後において、対照群に比べ有意に減弱
した。興味深いことに、この減弱は非炎症側および炎症側の両側で認められた。 
 
（A） 
 
 
（B） 
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Figure.5 
The antinociceptive effect of morphine in the inflammatory pain state in mice. 
Groups of mice pretreated i.pl. with 50 µl of saline or CFA in the right hind 
paw, were injected s.c. with morphine (5.0 nmol) at (A) 1 day and (B) after the 
i.pl. pretreatment and the withdrawal threshold on the contralateral paw and 
ipsilateral paw against mechanical stimulation by von Frey filament to the 
plantar surface of the each hind paw was measured for 180 min. Each value 
represents the means ± S.E.M. for at least 10 mice. *P＜0.05, ***P＜0.001 vs 
control model ipsilateral paw (saline-i.pl. pretreated) mice. #P＜0.05, ##P＜
0.01, ###P＜0.01 vs control model contralateral paw (saline-i.pl. pretreated) 
mice. 
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1.4 炎症性疼痛モデルマウスにおけるDRGおよび腰髄での exon-1含有MOR-1
スプライスバリアントmRNA発現量の変化 
マウス右後肢足蹠に CFA を投与した後、DRG ならびに腰髄における exon-1
含有 MOR-1 スプライスバリアント mRNA の発現量を測定し、CFA 投与群と非
投与群間で比較検討した。DRGにおける exon-1含有MOR-1スプライスバリア
ントmRNAの発現量は、CFA投与後 1日目においてのみ両側性に有意に低下し
た。（Fig.6A）一方、腰髄においては CFA投与後 1日目と 4日目において両側性
の低下が認められた。（Fig.6B） 
 
（A） 
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（B） 
 
 
 
Figure.6 
The mRNA expression of MOR in the (A) mouse DRG and (B) mouse lumber 
spinal cord after CFA injection. The mRNA level was measured by semi 
quantitative RT-PCR in the DRG and the lumber spinal cord 1, 4 days after 
CFA injection. Data are expressed as the % of mRNA levels normalized by 
that of β-actin reference gene, and represented by the means±S.E.M. of 
three independent sets of  experiments *P＜0.05 vs. saline-treated mice. 
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1.5 炎症性疼痛モデルマウスにおける腰髄および DRG でのμオピオイド受容
体タンパク質量の変化 
マウス右後肢足蹠に CFA を投与した後、DRG ならびに腰髄における MOR-1
タンパク質量を経日的に測定し、CFA投与群と非投与群間で比較検討した。DRG
における MOR-1 タンパク質量は CFA 投与後 1 日目において、炎症側において
のみ有意に低下した。4日目においては変化が認められなかった。（Fig.7A）一方、
腰髄においては、CFA 投与後 1、4 日目においても変化は認められなかった。
（Fig.7B） 
 
（A） 
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（B） 
 
 
Figure.7 
The protein expression of MOR in the (A) mouse DRG and (B) mouse lumber 
spinal cord after CFA injection. The protein level was measured by western 
bilot analysis in the DRG and the lumber spinal cord 1, 4 days after CFA 
injection. Data are expressed as the % of ptotein levels normalized by that of 
β-actin, and represented by the means±S.E.M. of three independent sets of  
experiments *P＜0.05 vs. saline-treated mice. 
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1.6 炎症性疼痛モデルマウスにおけるμオピオイド受容体リン酸化の関与 
マウス右後肢足蹠に CFAを投与する直前に Ro-32-0432（1.0 nmol, i.t.）を投
与し、翌日にmorphine（7.1 mg/kg, s.c.）の鎮痛作用を測定した。また CFAを
投与する直前から Ro-32-0432 （1.0 nmol, i.t）を 24時間おきに４回投与し、翌
日にmorphine（7.1 mg/kg, s.c.）の鎮痛作用を測定した。単回投与した際（Fig.8A）
も連続投与した際（Fig.8B）も、非炎症側におけるモルヒネの鎮痛効果は完全に、
炎症側におけるモルヒネの鎮痛効果は部分的に改善された。 
 
（A） 
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（B） 
 
 
Figure.8 
(A) The antinociceptive effect of morphine 1 day after CFA injection in mice. 
Mice were pretreated i.t. with protein kinase C inhibitor (Ro-32-0432) 24 hr 
before the s.c. treatment with morphine (7.1 mg/kg). (B) The antinociceptive 
effect of morphine 4 day after CFA injection in mice. Mice were continuously 
pretreated i.t. with protein kinase C inhibitor (Ro-32-0432). Paw-withdrawal 
threshold in non-inflamed and inflamed sides was measured after the 
s.c.-treatment with morphine (7.1 mg/kg) by von Frey filament test. Each 
value represents the mean ± S.E.M. for 10 mice. ***P<0.001, **P<0.01 vs. 
DMSO-treated mice. 
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2. 炎症性疼痛下における fentanyl、oxycodone、
methadone の鎮痛効果 
 
2.1 炎症性疼痛モデルマウスにおける fentanyl の鎮痛作用 
マウス右後肢足蹠に CFAを投与した１日後に、von Frey filament 法を用いて
fentanyl（0.113 mg/kg, s.c.）の鎮痛作用を測定した。Fentanylの鎮痛作用は、
CFA 投与後において、対照群に比べ有意に減弱した。（Fig.9）興味深いことに、
この減弱は非炎症側および炎症側の両側で認められた。 
 
Figure.9 
The antinociceptive effect of fentanyl in the inflammatory pain state in mice. 
Groups of mice pretreated i.pl. with 50 µl of saline or CFA in the right hind 
paw, were injected s.c. with fentanyl (0.113 mg/kg) at 1 day after the i.pl. 
pretreatment and the withdrawal threshold on the contralateral paw and 
ipsilateral paw against mechanical stimulation by von Frey filament to the 
plantar surface of the each hind paw was measured for 180 min. Each value 
represents the means ± S.E.M. for at least 10 mice. ***P＜0.001 vs control 
model ipsilateral paw (saline-i.pl. pretreated) mice. ###P＜0.001 vs control 
model contralateral paw (saline-i.pl. pretreated) mice. 
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2.2 炎症性疼痛モデルマウスにおける oxycodone の鎮痛作用 
マウス右後肢足蹠に CFAを投与した１日後に、von Frey filament 法を用いて
oxycodone（2.1 mg/kg, s.c.）の鎮痛作用を測定した。Oxycodoneの鎮痛作用は、
CFA投与後において、対照群に比べ有意に減弱した。（Fig.10）興味深いことに、
この減弱は非炎症側および炎症側の両側で認められた。 
 
 
 
Figure.10 
The antinociceptive effect of oxycodone in the inflammatory pain state in mice. 
Groups of mice pretreated i.pl. with 50 µl of saline or CFA in the left hind paw, 
were injected s.c. with oxycodone (2.1 mg/kg) at 1 day after the i.pl. 
pretreatment and the withdrawal threshold on the contralateral paw and 
ipsilateral paw against mechanical stimulation by von Frey filament to the 
plantar surface of the each hind paw was measured for 180 min. Each value 
represents the means ± S.E.M. for at least 10 mice. **P＜0.01, ***P＜0.001 vs 
control model ipsilateral paw (saline-i.pl. pretreated) mice. #P＜0.05 vs control 
model contralateral paw (saline-i.pl. pretreated) mice. 
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2.3 炎症性疼痛モデルマウスにおける methadoneの鎮痛作用 
マウス右後肢足蹠に CFAを投与した１日後に、von Frey filament 法を用いて
methadone（2.8 mg/kg, s.c.）の鎮痛作用を測定した。Methadoneの鎮痛作用は、
CFA投与後において、対照群に比べ有意に減弱したが、この減弱は炎症側におい
てのみ認められた。（Fig.11） 
 
 
 
Figure.11 
The antinociceptive effect of morphine in the inflammatory pain state in mice. 
Groups of mice pretreated i.pl. with 50 µl of saline or CFA in the left hind paw, 
were injected s.c. with methadone (2.8 mg/kg) at 1 day after the i.pl. 
pretreatment and the withdrawal threshold on the contralateral paw and 
ipsilateral paw against mechanical stimulation by von Frey filament to the 
plantar surface of the each hind paw was measured for 180 min. Each value 
represents the means ± S.E.M. for at least 10 mice. *P＜0.05, **P＜0.01, ***P
＜0.001 vs control model ipsilateral paw (saline-i.pl. pretreated) mice. 
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考察 
CFA をマウス足蹠内に投与すると、通常痛みを感じない触刺激によって痛みを感じ
る「機械的アロディニア」を発現する。本研究において CFA 投与後機械的アロディニア
に対する morphine の鎮痛効果を検討したところ、CFA モデルの炎症側においては
morphineの鎮痛作用は著しく減弱した。興味深いことにCFAモデルの非炎症側にお
いても鎮痛効果の減弱が認められ、CFA による炎症性疼痛モデルにおいては
morphine の鎮痛効果は両側性に減弱することが明らかとなった。これは非炎症側に
おいても炎症が広がっていることを示唆している。Palmblad らは、ラット後肢足蹠に
CFA を投与した場合、感作後その炎症は後肢足蹠にとどまらず前肢や反対側後肢に
もその炎症が広がることを報告している。33-34） 神経障害性疼痛ではこのような両側
性の影響は認められない場合が多い。一方、炎症性疼痛下では morphine の熱刺激
に対する鎮痛効果は増強することが報告されている。25-29） しかしながら本研究室で
は、炎症性疼痛下において、morphineは paw withdraw 法を用いた熱的疼痛過敏
に対しては効果的であるのに対して、von Frey filament法を用いた機械的アロディニ
アに対してはその効果が減弱することを発見した。アロディニアのような触刺激は一般
的に一次知覚神経の Aβ線維を介して伝達されるのに対して、熱的疼痛過敏などの熱
刺激は C 線維を介して伝達される。35） 一方、morphine の作用するμオピオイド受
容体は一次知覚神経の C 線維に最も高密度に存在し、Aδ線維には僅かに、Aβ線
維にはほとんど存在していない。36） それにもかかわらず von Frey filament法にお
いてmorphineは鎮痛効果を示すことから、von Frey filamentによる刺激は触覚を伝
達する Aβ線維よって伝達されるというよりは触刺激を伝達する C 線維によって伝達さ
れている可能性が高い。熱を伝達するC線維とこの触刺激を伝達するC線維は機能的
に異なるため、炎症によって影響をうける可塑的変化も異なり、morphine の鎮痛効果
にも違いがある可能性がある。また、我々の研究室では以前、Selzter model を用いた
神経障害性疼痛モデルにおいては、脊髄後根神経節における exon1 含有スプライス
バリアントの mRNA 量が低下していることを発見し、この低下が神経障害性疼痛下に
おけるmorphineの効力低下に関与している可能性を見出している。炎症性慢性疼痛
下においても同様の減少が生じている可能性が推測される。そこで本研究では、まず
CFA 誘発性炎症性疼痛モデルを用い、一次求心性神経上のμオピオイド受容体が発
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現する脊髄後根神経節（DRG）、ならびに脊髄二次神経細胞体上のμオピオイド受容
体が存在する腰髄（L4-6）を用い、炎症性慢性疼痛時におけるμオピオイド受容体
exon1 含有スプライスバリアントの mRNA発現量、μオピオイド受容体タンパク質量の
変化を RT-PCR法と western-blotting法を用いてそれぞれ検討した。 
CFA投与後 1、4日目において exon1含有スプライスバリアントのmRNA発現量を
測定したところ、投与後 1 日目において DRG の exon1 含有スプライスバリアントの発
現量は、炎症側と非炎症側の両側性に有意に減少した。4 日目に関しては変化が認め
られなかった。これに対して、脊髄における exon1 含有スプライスバリアントの mRNA
発現量は CFA 投与後 1 日目と 4 日目に炎症側と非炎症側の両側性に有意に低下し
た。一方、μオピオイド受容体タンパク質量は、投与後 1日目のDRGにおいて炎症側
で有意に低下した。4 日後においては変化が認められなかった。脊髄においては投与
後 1、4日目において有意な変化は認められなかった。CFA投与後 4日目にはμオピ
オイド受容体量が変動していないにも関わらずmorphineの効果が減弱していることか
ら、CFA投与後 1 日目の morphine鎮痛効力の減弱にはμオピオイド受容体の減少
が関与しているが、4 日目においてはその他の要因が関係している可能性が考えられ
る。 
一般的にμオピオイド受容体は PKC によってリン酸化されることが報告されており、
そのなかでも PKCα、PKCγ、PKCεによってリン酸化を受け不活化されることが報
告されている。また PKCαは一次知覚神経の中枢側末端と脊髄後角に、PKCγは脊
髄後角、PKCεは一次知覚神経の中枢末端にそれぞれ存在している。15） CFA 投
与による炎症性疼痛の形成前に PKC阻害薬である Ro-32-0432を前処置したところ、
morphine の鎮痛効果は非炎症側においては完全に、炎症側においては部分的に改
善された。今回我々が用いたPKC阻害薬であるRo-32-0432はPKCα、β、γといっ
たコンベンショナル型の PKC を阻害することから炎症性疼痛下におけるμオピオイド
受容体のリン酸化には PKCα、PKCγが関与しているのかもしれない。炎症性慢性疼
痛下においては PKA や PKCεが活性化されることが報告されており、これによりμオ
ピオイド受容体がリン酸化を受けて脱感作し、morphine の作用が減弱している可能性
も考えられる。37-39） 本研究においてμオピオイド受容体 mRNA が減少しているの
にもかかわらずμオピオイド受容体タンパク質量が変動していなかったが、それはPKC
によってリン酸化を受けたμオピオイド受容体が膜上に留まるため mRNA が減少して
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もタンパク質量が変化しなかった可能性がある。1965 年に Melzack-Wall gate 
control 理論 40）が提唱されてから、神経は異なる条件によってその反応性を変えると
いう「神経可塑性」が広く認識されている。炎症性疼痛下では、様々な遺伝子やタンパ
ク質に発現の変化が認められることが報告されている。炎症性疼痛時において疼痛伝
達物質である、substance Pおよび CGRPなどは、DRGの小型細胞、大型細胞にお
いても変化が認められないのに対して、脊髄後角においては増加が認められる。また
脊髄において、substance Pが作用するNK1受容体（lamina I、II）と、PKC（lamina 
IIi）の増加が認められる。内因性オピオイドペプチドでは、特に dynorphin Aの著しい
増加が認められる。41） Dynorphin A（1-17）の Tyrが解離した dynorphin（2-17）は
NMDA受容体と親和性が高く、非生理状態をつくり出すことが報告されており、慢性疼
痛の発現に関与する可能性がある。42） また PKCγはアロディニアの形成に関与し
ており PKCγノックアウトマウスを用いた神経障害性疼痛モデルにおいては、その疼痛
関連行動は著しく抑制される。43） したがって、炎症性疼痛下においても PKCγが機
械的アロディニアに関与している可能性が考えられる。 
NMDA 受容体は炎症性疼痛下ではその発現量が増加するだけでなく、前述の
PKCγによってリン酸化を受け活性化状態になる。また炎症性慢性疼痛下では、ブラ
ジキニン受容体やプロスタグランジン受容体が増加することが報告されている。ブラジキ
ニン受容体は通常状態では B2 受容体が主に発現しており、B1 受容体は発現してい
ないが、炎症性慢性疼痛時には B1受容体の発現が促進され、神経過敏を誘導してい
ることが報告されている。またプロスタグランジンを産生するシクロオキシゲナーゼは通
常は COX-1が主に発現しているが炎症性慢性疼痛下では COX-2が発現し炎症を誘
導することが報告されている。よってこれらの要素が複雑に絡み合って morphine の効
果を減弱させているのかもしれない。44） 
炎症性疼痛下において、morphine、fentanyl、oxycodone、methadone の触刺激
に対する鎮痛作用は炎症側においては有意に減少した。しかしながら、非炎症側にお
ける鎮痛効果においては morphine、fentanyl、oxycodoneの鎮痛効果は減少したの
に対して、methadone の鎮痛効果は減少しなかったことからこれらの麻薬性鎮痛薬の
間には何らかの薬理学的な違いがあることが考えられる。これらの麻薬性鎮痛薬が作
用するμオピオイド受容体は 1993 年に MOR-1 がクローニングされ現在までに 27 種
類のスプライスバリアントが報告されており、主に鎮痛作用に関わっているのは exon1
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含有スプライスバリアントと exon11含有スプライスバリアントであることが示唆されている。
17） Morphine、fentanyl、oxycodone、methadoneはすべて exon1含有のスプライ
スバリアントに作用し鎮痛効果を示す。また、μオピオイド受容体の exon11 ノックアウト
マウスを用いた研究において、morphine はわずかに、fentanyl はほとんど完全に侵
害性熱刺激に対する鎮痛作用が減弱する。このことから、morphine は部分的に、
fentanylは強力に exon11含有のμオピオイド受容体に作用し鎮痛効果を示すと考え
られる。19） 本研究室では新規μオピオイド受容体作動薬である amidino-TAPA が
exon11 含有のスプライスバリアントを介して morphine 抵抗性の痛みに対して鎮痛効
果を示すことを報告しており、exon11 含有のμオピオイド受容体が難治性疼痛のター
ゲットとなる可能性を示唆している。しかしながら、本研究において鎮痛効果が最も強力
であったのは exon11 含有のμオピオイド受容体に作用しない methadone であること
からμオピオイド受容体に対する反応性というよりもむしろ他の要因である可能性が考
えられる。 
Methadoneはμオピオイド受容体に親和性の高い l-methadoneとNMDA受容体
拮抗作用をもつ d-methadone から構成されている。45）  NMDA 受容体は、
glutamic acid受容体のサブタイプの一つで、中枢性感作やワインドアップ現象の形成
など、痛みなどの侵害情報伝達に重要な役割を果たしている。神経障害性疼痛の発生
には、興奮性神経伝達物質である glutamic acidが遊離され、NMDA受容体を活性
化することも関与している。46） また、NMDA 受容体の抑制はオピオイドの鎮痛耐性
を抑制し、その鎮痛効果を増強することも報告されている。 
データには示していないが、CFA によって誘発される炎症性疼痛下において
NMDA受容体の非競合的拮抗薬のMK-801を腹腔内あるいは i.t.投与したところ、コ
ントロールモデルマウスには全く影響を与えずに機械的アロディニアのみを完全に回復
させた。このことからコントロールモデルのマウスにおいて methadone はμオピオイド
受容体のみを介して鎮痛作用をしめすが、炎症性疼痛下においてはμオピオイド受容
体と NMDA 受容体の両方に作用し相乗効果によって鎮痛作用を増強することが示唆
された。 
 現在日本では麻薬性鎮痛薬である methadone に慢性疼痛に対する適応はない。し
かしながら、慢性疼痛に適応のある morphine と fentanyl をパーキンソン病治療薬で
ある amantadine、アルツハイマー病治療薬である memantine、鎮咳薬である
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dextromethorphan などの NMDA 受容体拮抗薬と併用することによって、炎症性疼
痛患者の難治性の痛みを取り除けるかもしれない。 
以上本研究において、CFA 足蹠内投与モデルにおけるアロディニアに対して
morphine の鎮痛効果は減弱した。μオピオイド受容体量は、CFA 投与後１日目にお
いてのみ減少していたことから、炎症性慢性疼痛形成初期における morphine の鎮痛
効力の低下は、μオピオイド受容体の減少を反映したものである。しかしながら、CFA
投与後 4日目にはμオピオイド受容体量に変動はなかったことから炎症性慢性疼痛形
成後 4日目におけるmorphine鎮痛効力の低下は、受容体のリン酸化などによる受容
体脱感作が関与していることが考えられる。今後、炎症性慢性疼痛下における
morphine の効果減弱のメカニズムを更に解明することでより効果的な鎮痛方法の開
発につながると考えられる。 
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